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RESUMO 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune crônica caracterizada por um 

infiltrado celular sinovial que lesiona a cartilagem, o tecido ósseo e a articulação. 
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Linfócitos autorreativos específicos contra antígenos sinoviais liberam citocinas pró-

inflamatórias que promovem o recrutamento e ativação das células que irão 

desencadear os danos teciduais. Durante a morte celular por apoptose, fosfatidilserina 

(PS) é exposta na superfície celular e reconhecida por células fagocíticas promovendo 

a endocitose e a liberação de citocinas anti-inflamatórias e imunossupressoras. Dessa 

forma, testamos se lipossomos contendo PS na superfície são capazes de modular a 

resposta inflamatória e manifestações clínicas no modelo de artrite induzida por 

colágeno (AIC), pois é o que mais se assemelha a AR em humanos. Animais tratados 

apresentaram aumento na capacidade motora com consequente diminuição da perda 

de peso. Estes resultados se relacionam com a diminuição da nocicepção mecânica, 

indicando menos sensibilidade a dor nestes animais. Além disso, observamos que o 

tratamento levou à diminuição do infiltrado inflamatório sinovial, levando a proteção 

da estrutura das articulações com a diminuição do pannus, tecido inflamatório fibroso 

que substitui a cartilagem e tecido ósseo. A diminuição dos níveis séricos de TNF 

nos animais tratados, mas não de IL-17, reforça que o tratamento tem efeito na 

resposta inflamatória associada à doença. Estes resultados sugerem que lipossomos 

contendo fosfatidilserina podem ser utilizados em um contexto inflamatório autoimune, 

melhorando alguns dos sintomas apresentados. 

Palavras-chave: Autoimunidade; inflamação; terapia imunológica.
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ABSTRACT 

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease characterized by a synovial 

cell infiltrate that damages cartilage, bone tissue and joints. Specific autoreactive 

lymphocytes against synovial antigens release pro-inflammatory cytokines that 

promote the recruitment and activation of cells that will trigger tissue damage. During 

cell death by apoptosis, phosphatidylserine (PS) is exposed on the cell surface and 

recognized by phagocytic cells, promoting endocytosis and the release of anti-

inflammatory and immunosuppressive cytokines. Thus, we tested whether liposomes 

containing PS on the surface can modulate the inflammatory response and clinical 

manifestations in the collagen-induced arthritis (ICA) model, as it is the one that most 

resembles RA in humans. Treated animals showed an increase in motor capacity with 

a consequent decrease in weight loss. These results are related to the decrease in 

mechanical nociception, indicating less sensitivity to pain in these animals. 

Furthermore, we observed that the treatment led to a reduction in the synovial 

inflammatory infiltrate, leading to the protection of the joint structure with a reduction in 

the pannus, a fibrous inflammatory tissue that replaces cartilage and bone tissue. The 

decrease in serum TNF levels in treated animals, but not IL-17, reinforces that the 

treatment influences the inflammatory response associated with the disease. These 

results suggest that liposomes containing phosphatidylserine can be used in an 

autoimmune inflammatory context, improving some of the symptoms presented. 

Keywords: Autoimmunity; inflammation; immunological therapy.
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1- Introdução 

A atrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune inflamatória caracterizada 

pela desordem e disfunção do equilíbrio homeostático do sistema imune. Na AR 

ocorre a produção e a infiltração de células inflamatórias na membrana sinovial das 

articulações que pode ocasionar dano tecidual e perda de função. Este infiltrado 

inflamatório é formado devido a ativação de linfócitos específicos contra antígenos 

sinoviais. AR possui uma incidência de 0,5 a 1% da população mundial e sua 

incidência é maior em mulheres do que em homens (LIU; XIAO, 2020). O 

estabelecimento e o avanço dessa doença estão relacionados à fatores genéticos e 

ao estilo de vida impactando a imunopatogênese. O principal fator genético 

predisponente são alelos presentes no complexo principal de histocompatibilidade 

(MHC) de classe 2. Entre os pacientes com AR, 70% destes possuem o alelo HLA-

DR4, sendo este, um conhecido fator de suscetibilidade (FIRESTEIN; MCINNES, 

2017). Entre os fatores de riscos ambientais associados ao estilo de vida destaca-se 

tabagismo, obesidade, falta de atividades físicas, exposições a agentes virais 

recorrentes, além disso a microbiota intestinal pode estar associada a patogênese da 

AR, assim como o microbiota oral que causa periodontite (SMOLEN; ALETAHA; 

MCINNES, 2016). 

Modelos experimentais são cruciais para a investigação científica da AR, pois 

permitem avaliar a imunopatogênese e novas estratégias terapêuticas. O modelo de 

artrite induzida por colágeno tipo 2 (AIC) em camundongos da linhagem DBA/1 é o 

que mais esse assemelha a AR, pois as manifestações clínicas e características 

imunohistopatológicas articulares são semelhantes (BRAND; LATHAM; ROSLONIEC, 

2007). 

Pela a AR ser caracterizada pelo descontrole do sistema imune, gerando uma 

resposta inflamatória exacerbada contra antígenos articulares, os fármacos utilizados 

atualmente para controlar a doença possuem a função de suprimir ou modular o 

sistema imune. Os medicamentos mais utilizados são as drogas antirreumáticas 

modificadoras da doença (DMARDS); denominação utilizada para um conjunto de 

medicamentos como imunossupressores, quimioterápicos e imunomoduladores 

(BLAIR; DEEKS, 2017). Apesar dessas drogas diminuírem o inchaço, dor e erosão 

óssea, podem causar efeitos colaterais graves como infarto no miocárdio e 

imunodeficiências. Estes efeitos são agravados pelo esquema de tratamento que 

muitas vezes necessita de doses altas por longos períodos de tempo, de acordo com 
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a gravidade das manifestações clínicas apresentadas (LIN; ANZAGHE; SCHÜLKE, 

2020).  

A inflamação, e consequentemente o dano tecidual na articulação, tornam a dor 

uma característica predominante da AR. A dor é conhecida pelo termo de nocicepção, 

que se refere ao estimulo sensorial (Martin et al, 2018). Esse estímulo é reconhecido 

pelos nociceptores que se encontram na pele. Nociceptores são neurônios sensoriais 

primários que são ativados por estímulos capazes de causar danos nos tecidos. Esses 

estímulos podem ser excitados por calor nocivo, pressão intensa ou produtos 

químicos (Julios et al, 2001). Assim que ativados por esses estímulos, os nociceptores 

transmitem informações através da fibra eferente primária até sistema nervoso central, 

onde a informação é interpretada em forma de dor.  

A dor inflamatória acontece pela ativação dos nociceptores, que desencadeiam 

a vasodilatação e aumento de prostaglandinas e citocinas inflamatórias. E como a dor,  

é uma característica predominante na AR,  conseguir controlar a dor através do 

controle da exacerbação de citocinas inflamatórias é uma estratégia importante, pois 

mehoraria a qualidade de vida de pacientes com AR (Julios et al, 2001). 

A fostatidilserina (PS) é um fosfolipídio envolvido na manutenção da tolerância 

periférica imunológica, pois, quando reconhecida por fagócitos, ativa a secreção de 

citocinas imunorreguladoras e anti-inflamatórias (HUYNH; FADOK; HENSON, 2002). 

Isto é particularmente importante pois PS é exposta na superfície de células em 

estágios iniciais de apoptose, hemácias senescentes e em outras situações de 

estresse celular (SEGAWA; NAGATA, 2015). Dessa forma PS, participa não só do 

reconhecimento e remoção dessas células por fagócitos, mas impede que ocorra uma 

resposta imunológica durante esse processo, fazendo com que os antígenos sejam 

apresentados em um contexto tolerogênico  (RODRIGUEZ-FERNANDEZ et al., 2018). 

Esta propriedade da PS tem sido avaliada como forma de terapia em doenças 

inflamatórias de origem autoimune como Lúpus e diabete tipo 1 (PUJOL-AUTONELL 

et al., 2015). 

Portanto, o estudo das propriedades da PS no contexto da AR, utilizando um 

modelo experimental confiável e que espelhe as características imunopatológicas 

vistas em humanos, como a AIC, é justificável. Além de permitir entender melhor os 

fatores imunológicos envolvidos no desenvolvimento do dano tecidual, pode contribuir 

para o desenvolvimento de uma estratégia terapêutica baseada na modulação do 



7 

 

 

sistema imune de forma semelhante aos processos fisiológicos associados a este 

fosfolipídio. 

 

2- Revisão Bibliográfica 

Artrite Reumatoide 

Os fatores ambientais, genéticos e o estilo de vida da pessoa estão 

relacionados com a etiologia das doenças autoimunes, incluindo a artrite reumatoide 

(AR) (WEISSMANN, 2006). A AR é uma doença inflamatória crônica, sistêmica e 

progressiva que é iniciada pela ativação de células T que causam a destruição das 

articulações (WEISSMANN, 2006). AR é uma doença caracterizada por episódios de 

inflamação aguda devido ao aumento de leucócitos, como neutrófilos, macrófagos e 

linfócitos T e B nas articulações (HAIKAL et al., 2019). 

AR afeta entre 0,5 e 1% de toda a população mundial. A patogênese da doença 

não é completamente entendida, porém sabe-se que fatores genéticos estão 

envolvidos com o desenvolvimento da doença. Entre esses fatores de risco de 

desenvolver a AR se destaca o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) que 

em humanos é denominado antígeno leucocitário humano (HLA). O HLA DRβ1 com 

sequência de aminoácidos QKRAA, QRRAA, ou RRRAA nas posições 70–74 está 

associado com o desenvolvimento da doença (BAX et al., 2011). AR envolve a 

produção de auto anticorpos, fator reumatoide (FR) e anticorpo anti-peptídios 

citrulinados (ACPA) que resultam na destruição tecidual (Fig1) (BOISSIER et al., 

2012). Na AR ocorre a produção de diversas citocinas que atuam em paralelo, e 

possuem ações sistêmicas e locais que aumentam ainda mais o infiltrado celular na 

membrana sinovial, devido a ação exacerbada do aumento de mediadores 

inflamatórios (BOISSIER, 2011). 

A fase pré-clínica da doença, é conhecida como na qual ocorre a quebra da 

tolerância imunológica e são produzidos ACPAs e FR (DERKSEN; HUIZINGA; VAN 

DER WOUDE, 2017). A quebra da tolerância pode acontecer uma década antes da 

sinoveíte AR clinicamente evidente, mas é uma fase importante para diagnóstico 

precoce em humanos através da observação laboratorial dos auto anticorpos citados 

(SOKOLOVE et al., 2012). Embora auto anticorpos nem sempre ocorram em todos os 

pacientes com AR, sua presença indica o desenvolvimento da doença, e a sua 

produção está relacionada com a quebra da tolerância imunológica, além da 

gravidade da AR (SHIM; STAVRE; GRAVALLESE, 2018). Nesta fase existem alguns 
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fatores ambientais que estão envolvidos com o início da doença, como tabagismo, 

que compromete alterações de pós-tradução de proteínas, como por exemplo a 

citrulinação, importante no desenvolvimento da artrite. Também foi demonstrado que 

a microbiota está envolvida com a produção de auto anticorpos tendo participação no 

desenvolvimento de patologias associadas a inflamações crônicas (ZECHNER, 2017). 

Além disso, a bactéria Porphyromonas gingivali envolvida na periodontite também 

induzem o processo de citrulinação de proteínas (WEGNER N et al., 2011).  

 

Figura 1- Fatores que contribuem para o desenvolvimento da Artrite Reumatoide 
Fatores como genética, fumo de cigarro, obesidade e infecções por Porphyromonas 
gingivalis influenciam a produção de auto antigenos e citocinas que contribuem para 
o desenvolvimento da AR que  (LIN; ANZAGHE; SCHÜLKE, 2020) 
 

A citrulinação é realizada por enzimas chamadas de peptidil arginina 

deaminases (PADS) que metabolizam o aminoácido arginina em citrulina. Fatores 

comportamentais como tabagismo e casuísitocos, como infecção por bactéria P. 

gingivalis induzem a citrulinação de proteínas. Entre os pacientes com AR, 70% deles 

apresentam perda de tolerância para proteínas citrulinadas apresentando ACPAs 

(HARRE et al., 2012).  

A citrulina é uma pós tradução de proteínas chamadas de peptidilarginina 

deaminases (PAD), que convertem aminoácidos arginina em que contribui para a 

formação de imunocomplexos que podem se depositar na sinóvia, e assim ativam 
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respostas inflamatórias como a ativação do sistema complemento, a produção e 

ativação de citocinas pró-inflamatórias por macrófagos e outras células (Figura 2) 

(SHIM; STAVRE; GRAVALLESE, 2018). O macrófago expressa em sua membrana 

plasmática a proteína regulada por glicose citrulinada 78 (GRP78). As ACPAs 

interagem com o macrófago pela ligação com essa proteína induzindo fatores de 

transcrição que produzem TNF-α, citocina que também promove a expansão de 

precursores de osteoclastos e sua diferenciação. As ACPAs também podem ativar 

diretamente osteoclastos, pois essa célula possui o receptor FcR que permite que as 

ACPAs promovam a diferenciação de osteoclastos, mediando aumento de perda 

óssea (SHIM; STAVRE; GRAVALLESE, 2018)). Além disso, a ativação exacerbada 

das citocinas que contribuem para a patologia da doença, e do HLA os linfócitos T 

induzem uma resposta auto reativa que coopera também com a patologia da AR. 

O infiltrado inflamatório na sinóvia é composto por monócitos/macrófagos, 

células NK, linfócitos B, e linfócitos T CD4+ e T CD8+. No entanto, especialmente os 

linfócitos T direcionam o acúmulo de mais citocinas no ambiente inflamado 

(MELLADO et al., 2015). Todo esse acúmulo de células inflamatórias associado com 

altos níveis de citocinas aumentam a diferenciação de células osteoclásticas e 

diminuição da diferenciação de células osteblásticas o que resulta em um em 

desequilíbrio maior de absorção óssea comparado a reabsorção (MCINNES; 

SCHETT, 2011). As células como osteoclastos e linfócitos T autorreativos destroem a 

cartilagem e posteriormente o tecido ósseo comprometendo funcionalmente a 

articulação. 

 

Figura 2- Fase pré-clínica da Artrite Reumatoide. Fatores ambientais influenciam a 
formação de anticorpo anti-peptídios citrulinados  que induzem a diferenciação de 
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monócitos ativando de ostecolastos (OC), células que direcionam a destruição 
tecidual na sinóvia. Esse processo resulta na artralgia que ocorre antes da artrite ser 
estabelecida (SHIM; STAVRE; GRAVALLESE, 2018). 
 

A membrana sinovial é constituída predominante por sinoviócitos semelhantes 

a fibroblastos (SSF) que representam aproximadamente 75 a 80% destas células. 

SSF também são conhecidas como fibroblastos sinoviais ou sinoviócitos do tipo B. 

Estas células além de formarem o revestimento sinovial também possuem a função 

de produzirem o liquido sinovial (LS) (BUSTAMANTE et al., 2017). 

SSF são responsáveis em garantir a integridade estrutural e dinâmica das 

articulações controlando a composição do LS e da matriz extracelular (MEC). Na AR 

os SSF são modulados por estímulos inflamatórios da imunidade adaptativa e inata 

agravando ainda mais a doença. SSF são caracterizados por expressarem moléculas 

de adesão como a caderina-11 que também é expressa por osteoblastos. Entre as 

funções que a caderina-11 exerce, destaca-se sua capacidade de manter a 

integridade da membrana sinovial além de regular a secreção de IL-6 e outras 

propriedades inflamatórias (DIANE E. HANDY RITA CASTRO JOSEPH LOSCALZO, 

2011).  

Durante o processo inflamatório que acontece na AR, ocorre o aumento do 

infiltrado celular na membrana sinovial que é chamado de pannus, tecido formado pelo 

acúmulo de células inflamatórias e variadas fibras, considerado um tecido de 

cicatrização (Figura 3). A invasão da cartilagem pelo pannus leva a destruição do 

tecido normal cartilaginoso e posteriormente o tecido ósseo (KOMATSU; 

TAKAYANAGI, 2012). As células inflamatórias liberam citocinas pró-inflamatórias 

como IL-1, IL-6, TNF, IL-17 e GM-CSF. Com isso ocorre exacerbação da inflamação, 

pois são recrutadas mais células para o local da inflamação (SHAN et al., 2019). Além 

disso, a IL-17 promove a produção de VEGF e a formação de novos vasos no tecido 

inflamado possibilitando que a doença progrida, pois mantém os recursos necessários 

para manter a atividade das células em funcionamento e promove aumento do 

infiltrado celular (KONISTI; KIRIAKIDIS; PALEOLOG, 2013). 



11 

 

 

 

Figura 3- Patogênese da AR, formação de pannus e inflamação sistêmica. A 
formação do pannus é composta pelo acúmulo de células na sinóvia que geralmente 
são linfócitos B, linfócitos T, macrófagos, células dendríticas, osteoclastos, aumento 
de citocinas e formação de angiogênese (LITTLEJOHN; MONRAD, 2018). 
 

O pannus reumatoide é caracterizado pelo excesso de SSF, devido ao 

desequilíbrio entre a proliferação e a resistência ao processo apoptótico mesmo em 

um ambiente com altos níveis de mediadores que induzem morte celular, como 

espécies reativas de oxigênio, espécies reativas de nitrogênio e citocinas. Estas 

células sobrevivem a indução de apoptose e favorecem a formação do pannus, pois 

controlam a composição da MEC e do LS, secretando enzimas que são capazes de 

destruir sua membrana plasmática. Entre essas enzimas destacam-se a 

metaloproteinase de matriz (MMPs) e os inibidores de enzimas degradantes de matriz 

como inibidores teciduais de MMPs (TIMPs). Os SSF também promovem a erosão 

óssea devido a sua capacidade de secretar o ligante ativador do receptor do fator- KB 

(receptor ativador do NF-KB (RANK) que promove a diferenciação dos osteoclastos 

(DIANE E. HANDY RITA CASTRO JOSEPH LOSCALZO, 2011).  

A terceira característica importante das SSF em AR é a sua capacidade de 

secretar mediadores inflamatórios como IL-18 e IL-1, fatores pró angiogênicos, 
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quimiocinas como a CCL2 ou proteína quimioatrativa de monócitos e VEGF (Figura 4) 

(fatores de crescimento endotelial vascular). O efeito de todos esses fatores promove 

a inflamação na articulação e recruta mais células inflamatórias para a sinóvia (DIANE 

E. HANDY RITA CASTRO JOSEPH LOSCALZO, 2011). 

 

 

Figura 4- Sinoviócitos Semelhantes Fibroblastos exerce funções que mantém a 
patogênese da AR. Como a resistência da célula a entrar em apoptose, secreção de 
fatores de crescimento, aumento de mediadores pro-inflamatórios, fatores que 
contribuem para a angiogênese. Esse conjunto de fatores contribuem para a 
destruição tecidual (DIANE E. HANDY RITA CASTRO JOSEPH LOSCALZO, 2011). 
 

Como já foi dito, as SSF ativadas secretam citocinas que ativam a migração de 

monócitos que são células precursoras dos osteoclastos. Além disso, ocorre uma 

expansão de linfócitos T e células sinoviais antes da observação de absorção óssea, 

o que sugere que essas células podem estar envolvidas na perda óssea. Os dois 

principais fatores envolvidos na formação dos osteoclastos são o RANK-L e o fator 

estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF) que são liberados, na forma solúvel, 

pelo linfócito T. Além disso, citocinas liberadas pelos linfócitos, como a IL-17, atuam 

de forma independente de RANKL ativando os osteoclastos. Outra forma de ativação 

de osteoclastos é pela ação em conjunta de TNFα e RANK-L (Figura 5). Além da 

capacidade dos linfócitos T de apoiarem a osteoclastogênese diretamente, secretam 

citocinas como IL-1, IL-6 e IL-17 que estimulam a expressão de RANKL por 

osteoclastos e fibroblastos permitindo a osteoclastogênese dependente de contato 

(GILLESPIE, 2007).  
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Figura 5- Diferenciação de osteoclastos induzido por citocinas. A diferenciação 
de osteoclastos é estimulada principalmente pelas citocinas RANKL e M-CSF. Em 
uma resposta inflamatória artritogênica linfócitos produtores de IL-1, IL-6 e IL17, 
normalmente Th17 ativados por antígenos articulares, são capazes de estimular 
osteoblastos e SSF a produzirem RANKL. Além disso, estes linfócitos podem produzir 
RANKL diretamente. Estes dois processos facilitam a erosão óssea (GILLESPIE, 
2007). 
 

 

IL-17 na AR 

A principal célula envolvida com a patogênese da AR é o linfócito Th17, 

produtor de citocinas como IL-17, IL-6 e IL-23 (PECK; MELLINS, 2009). Ao que se 

sabe, o linfócito Th17 não inicia a inflamação na AR, porém a auxilia e a potencializa. 

Na AR a sinóvia é caracterizada por níveis elevados de IL-6, TNF- α IL-1, óxido nítrico 

(NO) e prostaglandina E2 (PGE2), e o linfócito Th17 é responsável por manter esses 

fatores pró-inflamatórios além de mediar a indução de outras citocinas como a IL-6 e 

IL-8. Estas citocinas estão associadas à inflamação no líquido sinovial e ativam os 

sinoviócitos, SSF, que como já foi dito também exacerbam ainda mais a inflamação, 

pois possuem funções que direcionam ao dano tecidual (PECK; MELLINS, 2009).  

A IL-17 é uma das principais citocinas relacionadas com a patogênese da AR, 

pois ela intensifica a inflamação promovendo angiogênese através do aumento da 

produção de VEGF em SSF (CELLS et al., 2004). A angiogênese induzida por IL-17 

ativa o recrutamento de células como neutrófilos, monócitos e linfócitos T para a 

articulação (OTTONELLO et al., 2002). A IL-17 também regula a IL-18 e IL-8 que são 

proteínas quimioatraentes para macrófagos e linfócitos T CD4 (CHO et al., 



14 

 

 

2008)(HOSPITAL, 1996). TNFα e IL-1 sinergizam com a IL-17 aumentando a 

produção de IL-15 que estimula a proliferação de linfócitos no pannus (CODIVILLA et 

al., 2006). Dessa forma, a IL-17 promove a manutenção da inflamação por várias vias 

além de manter o ambiente altamente inflamado por meio da ativação de citocinas 

inflamatórias, recrutamento de mais células e angiogênese (Figura 6). 

A estrutura da cartilagem é mantida por células chamadas condrócitos que 

possuem a função de manter a integridade da cartilagem através da síntese de 

proteoglicanos e colágeno. Na AR ocorre a formação do pannus que é responsável 

pela destruição da cartilagem, e um dos fatores responsáveis pela destruição é a IL-

17 e sua relação com o metabolismo do condrócitos.  

 

 

 

Figura 6- Papel da IL-17 na AR. O linfócito Th17 libera a citocina IL-17 que sinergiza 
com outras citocinas pró-inflamatórias induzindo: (a) ativação de fibroblastos sinoviais 
e células dendríticas tornando o ambiente propício ao desenvolvimento das células 
Th17; (b) modificação fenotípica de condrócitos, resultando na produção de 
agregados e MMPs que participam da destruição da cartilagem; (c) suprarregulação 
de RANKL em células de suporte de osteoclastos e fibroblastos sinoviais que 
promovem a erosão óssea (GILLESPIE, 2007). 
 

Tratamentos atuais 

O tratamento para a AR visa diminuir a atividade da doença para atingir a 

remissão clínica em médio e longo prazo prevenindo a progressão do dano estrutural, 

incapacidade e manifestações sistêmicas (HUA; BUTTGEREIT; COMBE, 2020). Os 

tratamentos atuais incluem anti-inflamatórios não esteroidais (AINES), glicocorticoides 
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(GCs), imunossupressores e DMARDs, além dos tratamentos não farmacológicos 

como a fisioterapia (Figura 7) (SMOLEN; ALETAHA, 2017).  

Os AINES incluem diclofenaco, aspirina e ibuprofeno, e possuem a função de 

aliviar a dor, mas não modificam a doença, pois não previnem danos a articulação. O 

mecanismo de ação dos AINES inclui à inibição da enzima COX, responsável pela 

produção de prostaglandinas e tromboxanos a partir do ácido araquidônico (FAICH et 

al., 2000). Porém, mesmo que AINES aliviem os efeitos da artrite eles possuem efeitos 

colaterais renais, hepáticos, gastrointestinais e cardiovasculares (BRUNE; 

PATRIGNANI, 2015) (CROFFORD, 2013)(BADSHA; HARIFI; MURRELL, 2020).  

. Os GCs são utilizados em pacientes com AR em doses pequenas, e 

principalmente no início da doença, juntos com DMARDs. Isso porque, GCs possuem 

ação mais rápida na indução de remissão da doença (HUA; BUTTGEREIT; COMBE, 

2020). O benefício de GCs é limitado, pois promovem efeitos colaterais como 

hipertensão, osteoporose, glaucoma, obesidade abdominal, diabetes, retardo de 

crescimento em crianças e depressão (OAKLEY; BUSILLO; CIDLOWSKI, 2017). 

Alguns estudos já relatam que o uso de corticoides pode diminuir a densidade óssea 

(COOPER; COUPLAND; MITCHELL, 1995), e seu uso pode causar aumento da 

possibilidade de fraturas em pacientes com AR (ABTAHI et al., 2021) 

DMARDs são um conjunto de fármacos com propriedades antirreumáticas e 

são subdividas em 3 tipos: fármacos sintéticos convencionais, que incluem 

metrotexato, hidroxicloroquina e sulfadiazina; fármacos sintéticos direcionados, que 

incluem inibidores de Janus Quinase (JAK) 1/2; e fármacos biológicos como inibidores 

de TNFα e seu receptor, inibidores de IL-6 e seu receptor, anticorpos de depleção de 

células B e inibidores de moléculas co-estimulatórias (LIN; ANZAGHE; SCHÜLKE, 

2020). 

O metrotexato possui função análoga ao ácido fólico interferindo na atividade 

da dihidrofolato redutase e inibindo a síntese e o metabolismo de purinas. Além disso, 

inibe a ligação do IL-1β ao seu receptor diminuindo respostas inflamatórias 

(LITTLEJOHN; MONRAD, 2018) (RAJAGOPALAN et al., 2002). Sulfadiazina é uma 

pro-droga metabolizada in vivo em seus dois componentes ativos sulfapiridina e ácido 

5-aminossalicílico (LITTLEJOHN; MONRAD, 2018). Melhora a articulação reduzindo 

a rigidez matinal e dor. Porém produz efeitos colaterais como reações do sistema 

nervoso central, náuseas, diarreia, reações de hipersensibilidade, neutropenia, 

trombocitopenia e pan-hipogamaglobulinemia (FARR et al., 1984) (CILDAG; 
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SENTURK, 2017). Hidroxicloroquina e cloroquina são utilizados como antimalárico e 

possui efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores o que as tornam eficientes para 

controlar o dano articular na AR. A sua propriedade anti-inflamatória consiste em 

neutralizar o pH dos lisossomos e endossomos, inativando proteases ácidas, 

secreção de citocinas e apresentação de antígenos (KYBURZ; BRENTANO; GAY, 

2006). Entre os efeitos colaterais desse medicamento, se destaca a toxidade ocular 

que possui efeito irreversível mesmo com a retirada do medicamento, pois causa a 

degeneração do epitélio pigmentar da retina e da retina neurossensorial (SHINJO et 

al., 2007). 

DMARDS sintéticas direcionadas foram desenvolvidas com finalidade de serem 

específicas na inibição de via de transdução de sinal JAK/STAK. JAK é a principal 

quinase associada a receptores de citocinas inflamatórias, responsável pela 

fosforilação de resíduos de tirosina na cauda citoplasmática do receptor levando a 

transdução de sinais e ativação de ativadores de proteína de transdução (STAT) 

(KOTYLA, 2018). Dessa forma o tratamento com DMARDs sintéticas direcionadas, 

evita que citocinas sejam produzidas e liberadas, controlando a inflamação. Os efeitos 

colaterais incluem diarreia, nasofaringite, dor de cabeça e infecção do trato urinário, e 

com mais de 3 meses é comum ocorrer também infecções do trato respiratório 

superior, nasofaringite e bronquite (KOTYLA, 2018). 

Os DMARDs biológicos mais utilizados evolvem a neutralização ou regulação 

da atividade de citocinas e seus receptores, regulação da sinalização celular 

inflamatória, ou inibição de linfócitos T ou B (LIN; ANZAGHE; SCHÜLKE, 2020). A 

neutralização de TNFα ou seu receptor pode ser feita com anticorpos) anti-TNF-α. 

Existem anticorpos de diferentes gerações, compostos por proteínas humanizadas 

(inflixmabe) ou de origem humana recombinante (etanercept ou adalimumab). A 

escolha do TNF-α como avo terapêutico é interessante, pois ele atua de forma central 

na inflamação na artrite, por estar presente junto com seus receptores (p55 e p75 

TNFR) em muitos locais da sinóvia incluindo a cartilagem. A neutralização da TNF-α 

regula negativamente a produção de IL-1, IL-6, IL-8 e GM-CSF (CHARLES et al., 

2021). Os efeitos colaterais de cada medicamento que age como inibidor de TNF-α 

variam muito, mas destaca-se cânceres de pele e melanoma (MCKENNA; 

STOBAUGH; DEEPAK, 2014), pneumonia, infecção urinária, celulite, apendicite, 

herpes zoster (BURMESTER et al., 2013). 
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A IL-6 é uma citocina inflamatória de resposta aguda e auxilia na ativação do 

linfócito T e na diferenciação do linfócito B. Possui várias funções semelhantes a 

hormônios, como metabolismo de lipídeos, resistência à insulina, doenças vasculares 

e regulação neuroendócrina (AVCI; FEIST; BURMESTER, 2018). A IL-6 está 

relacionada com outros marcadores de AR e com manifestações clinicas da doença 

como inchaço nas articulações e rigidez matinal (ATSUMI et al., 2002) (SASAI et al., 

1999). Os medicamentos utilizados no bloqueio de IL-6 são os anticorpos monoclonais 

tocilizumab, satralizumab e sarilumab. Os efeitos colaterais mais comuns incluem 

infecções cutâneas e subcutâneas, dislipidemia, neutropenia, trombocitopenia e 

níveis aumentados de enzimas hepáticas (DHILLON, 2014).  

Abatacept é um medicamento cujo princípio ativo é a proteína associada a 

linfócitos T citotóxicos ou CTLA4-Ig. A CTLA4 liga-se ao complexo CD80/CD86 

inibindo a apresentação de antígenos, o que leva a diminuição da diferenciação de 

osteoclastos diminuindo o dano articular na AR (Okada et al., 2019). Pacientes com 

AR geralmente apresentam algum nível de deficiência em CTLA4, o que destaca a 

manutenção da CTLA4 na manutenção da tolerância imunológica (LORENZETTI et 

al., 2019). O tratamento com abatacept apresenta menor risco de infecções com 

câncer comparado com outras DMARDs biológicas (BLAIR; DEEKS, 2017), porém 

seu uso está relacionado com maior risco de câncer de pele não melanoma e psoríase 

comparado com outras DMARDs (OZEN et al., 2019).  

Os linfócitos B são essenciais para a manutenção da imunopatogênese na AR, 

isso porque eles secretam e mantém os níveis de fator reumatoide e anticorpos anti-

proteínas citrulinadas que precedem o início da doença. Dessa forma, o anticorpo 

monoclonal quimérico direcionado contra a molécula CD20 presente em linfócitos B, 

conhecido como rituximabe, comumente usado para leucemias linfoides B, pode ser 

utilizado no tratamento de AR (RAMWADHDOEBE et al., 2019). Os pacientes 

submetidos a este tratamento apresentam uma melhora significativa, porém induz 

imunodeficiências relacionadas à produção de anticorpos como agamaglobulinemias 

(POLLASTRO et al., 2019).  

 Os medicamentos atuais promovem alternativas para a melhora clínica e 

imunológica a fim de modular negativamente a resposta inflamatória. Porém, a grande 

maioria dos medicamentos em uso causam efeitos colaterais nocivos que afetam a 

qualidade de vida de pacientes com AR. Dessa forma é necessário desenvolver nova 
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estratégia de tratamento para controlar a AR sem causar tantos efeitos colaterais e 

que visem suprimir a resposta inflamatória sistêmica e local. 

 

 

 

Figura 7- Estratégias de tratamento para AR. O tratamento não farmacológico inclui 
aconselhamento de mudança de estilo de vida, fisioterapia e procedimentos cirúrgicos 
para remover e/ou substituir as articulações afetadas e as áreas ósseas. Uso de anti-
inflamatórios não esteroidais, são usados em tratamentos sintomáticos e/ou até ter o 
diagnóstico da AR seja estabelecido. Os glicocorticoides têm efeitos rápidos, mas seu 
uso em longo prazo é limitado devido a efeitos colaterais graves. Drogas 
antirreumáticas modificadoras da doença (DMARDs) são usadas para direcionar a 
inflamação e prevenir danos nas articulações e progressão da doença. (SMOLEN; 
ALETAHA, 2017) 
 

Artrite induzida por colágeno 

Modelos usando camundongos com aspectos semelhantes à patogênese em 

humanos são uma ferramenta importante para investigar mecanismos in vivo. Os 

modelos podem ser induzidos ou espontâneos. Os mecanismos imunopatogênicos in 

vivo podem ser desencadeados por imunização ativa, por imunização passiva ou por 

produtos irritantes, resultando em inflamação crônica (CAPLAZI et al., 2015). 

A artrite induzida por colágeno (AIC) envolve imunização ativa e foi 

desenvolvida em ratos e depois em camundongos. Ambas as espécies desenvolvem 

poliartrite erosiva monofásica aguda após a imunização com colágeno II, que pode 

ser bovino, humano, suíno ou de aves (CAPLAZI et al., 2015). O modelo AIC na cepa 
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DBA/1 de camundongo é o modelo conhecido como “gold standart”, pois é o que mais 

se assemelha com a AR humana, além da semelhança com a molécula de MHC de 

classe II como fator genético pois expressam halótipos suscetíveis a AR(VINCENT et 

al., 2012). Na AIC a resposta inflamatória é direcionada a um antígeno articular que é 

o colágeno tipo II,. Dois atributos importantes na AIC que se assemelham a AR são a 

quebra da tolerância e a geração de auto anticorpos contra o colágeno que tornam 

esse modelo de escolha para estudos dessa doença (CHOUDHARY; BHATT; 

PRABHAVALKAR, 2018). Os linfócitos T CD4+ que desempenham papel dominante 

nesse modelo são as células Th1 e principalmente a Th17 (MCNAMEE; WILLIAMS; 

SEED, 2015). 

 

 

Tabela 1- Semelhanças e diferenças entre Artrite Reumatoide (AR) e o modelo de 
artrite induzida por colágeno (AIC) em ratos e camundongos.  Adaptado do artigo 
(JOE; WILDER, 1999). 

 

 

Existem várias espécies de animais que são suscetíveis a AIC como ratos 

(MCNAMEE; WILLIAMS; SEED, 2015), macacos (PRIMATE; DISEASES, 2001) e 

Modelo  

animal 

Semelhanças com AR Diferenças da AR de 

camundongos com humanos 

AIC em 

camundongos 

Envolvimento articular simétrico, 

articulações periféricas afetadas, sinovite, 

erosão de cartilagem, e osso, infiltrado de 

células inflamatórias, formação de pannus, 

edema e eritema, geneticamente regulado 

por genes do MHC. 

Os machos apresentam uma 

maior incidência a CIA. Já na AR 

em humanos a doença afeta 

mais as mulheres. 

AIC em ratos Maior suscetibilidade em fêmeas, 

envolvimento simétrico das articulações, 

articulações periféricas afetadas, 

hiperplasia sinovial, infiltrado de células 

inflamatórias, geneticamente regulado por 

genes do MHC, produção de fator 

reumatoide. 

Respostas anticolágeno não 

presentes em muitos casos de 

AR 
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camundongos. As cepas de camundongos mais suscetíveis a desenvolverem artrite 

são o DBA/1, B10.Q e B10.RIII. Entre esses, o DBA/1 é o mais utilizado e a imunização 

é feita com colágeno tipo II emulsificado em adjuvante completo de Freud. Os sinais 

clínicos aparecem entre 21-28 dias após a imunização inicial (BRAND; LATHAM; 

ROSLONIEC, 2007). 

 

 

 

 

Figura 8- Semelhanças e diferenças entre Artrite Reumatóide (AR) e o modelo 
de artrite induzida por colágeno (AIC) em ratos e camundongos. 
 

A AR está associada a expressão do MHC de classe II, por isso apenas 

camundongos com haplótipos H-2q e H-2r são suscetíveis a AIC. A suscetibilidade é 

relacionada a moléculas de classe 2 I-Aq e I-Ar (Tabela 2). Cada molécula associada 

é capaz de se ligar ao peptídeo de colágeno tipo II que, apresentado às células T, 

promovem o desenvolvimento da AIC. Dessa forma, linhagens de camundongos 

DBA/1 e B10.Q, que apresentam moléculas I-Aq, só desenvolvem artrite após a 

imunização com colágeno bovino, colágeno de frango e colágeno humano, mas não 

desenvolvem artrite a colágeno de suíno. Enquanto camundongos B10.RIII que 

expressam I-Ar desenvolvem artrite após a imunização com colágeno bovino ou 

colágeno suíno, mas não desenvolvem com colágeno de frango ou colágeno humano. 

Isso indica que determinantes antigênicos de células T estão envolvidos na indução 

de artrite em diferentes cepas de camundongos (Figura 9) (BRAND; KANG; 

ROSLONIEC, 2003). 

 

Tabela 1- Diferentes cepas de camundongos são suscetíveis a artrite com 
peptídeos específicos derivados de colágenos (BRAND; LATHAM; ROSLONIEC, 
2007). 
 

Cepas 

suscetíveis 

Halótipo classe 2 Incidência 

Artrite 

Início da Artrite 

DBA/1 I-Aq 80-100 21-28 dias 

B10.M-DR1 DRB1*0101 80-100 21-28 dias 

B10.M-DR4a DRB1*0401 50-80a 21-28 dias 
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B10.RIII I-Ar 80-100 21-28 dias 

B10.Q I-Aq 80-100 21-28 dias 

DBA-TCR Tg I-Aq 80-100 12-18 dias 

C57BL/6b I-Ab Variável b Variável b 

 

 

 

Fosfatidilserina (PS),apoptose e regulação da inflamação 

A manutenção da assimetria dos fosfolipídeos na membrana das células é 

importante para manter a função da membrana celular. Essa assimetria é causada 

pela disposição desigual dos componentes membranares nos dois folhetos da 

bicamada fosfolipídica. Os fosfolipídios aniônicos são voltados para a porção 

citoplasmática como a fosfatidiletanolamina (PE) e PS, enquanto os fosfolipídios 

catiônicos como a fosfatidilcolina (PC) e esfingomielina (SM) e esfingolipídios são 

enriquecidos na superfície externa. Outros fosfolipídios menores como ácido 

fosfatídico (PA), fosfatidilinositol (PI), fosfatidilinositol-4-monofosfato (PIP) e 

fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP 2) também são enriquecidos no lado citoplasmático 

da membrana. Assim que se inicia do processo apoptótico ocorre à perda da 

assimetria de membrana da bicamada lipídica com a PS exposta para o lado 

extracelular da bicamada lipídica. Esse processo ocorre em condições normais e em 

condições patológicas (TODA et al., 2015).  

Células que expõem PS na membrana plasmática são removidas pelos 

fagócitos que agem de forma rápida e eficaz (NAEINI et al., 2020). Em condições 

normais, mesmo que muitas células entrem em processo apoptótico ao mesmo tempo, 

é difícil encontrar restos de células apoptóticas em tecidos. O processo em apoptótico 

é importante para a manutenção de várias doenças como, por exemplo, as 

degenerativas do sistema nervoso central, aterosclerose e doenças autoimunes 

(NAEINI et al., 2020).  

Dessa forma, pode-se dizer que a apoptose acontece de forma natural sendo 

parte da homeostase celular, geralmente ocorrendo quando as células entram em 

senescência e/ou sofrem algum tipo de dano. Após a exposição da PS no folheto 

externo da célula apoptótica, a célula é rapidamente fagocitada pelo macrófago ou 

pela célula dendrítica imatura (Figura 11) (CHAO; MAJETI; WEISSMAN, 2012) 

(SEGAWA; NAGATA, 2015). E após ser endocitada, o fagossoma é fusionado ao 
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lisossoma, os componentes celulares são degradados e podem ser reutilizados 

(Satoshi Toda et al, 2015). A PS além de servir de sinal e ligante para a fagocitose, 

também possui função imunorreguladora, pois seu reconhecimento por macrófagos 

resulta na inibição da liberação de citocinas pro-inflamatórias e induz a liberação de 

citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β (HUYNH; FADOK; HENSON, 2002) 

(SHI et al., 2007).  

Dessa forma, a PS é um alvo molecular relevante no processo fisiológico de 

regulação da resposta inflamatória e do dano tecidual. Portanto, justifica-se que novos 

mecanismos terapêuticos sejam buscados neste contexto, pois efeitos anti-

inflamatórios e imussupressores estão envolvidos (SAVILL et al., 2002). Existem 

diversos receptores de PS que participam desse processo, agindo de forma 

colaborativa tanto na remoção de células apoptóticas quanto na regulação da resposta 

inflamatória. Os receptores TAM compreendem 3 proteínas: Axl, Tyro3 e MerTK. 

Estas proteínas são receptores tirosina quinase que reconhecem PS com auxílio das 

proteínas plasmáticas ProS e Gas6 (NAKANO et al., 1997). As células em processo 

apoptótico interagem com receptores TAM na superfície de fagócitos, induzindo a 

liberação de IL-10 e TGF-β (STANFORD et al., 2014). Além disso, TGF-β é 

fundamental para o início da formação de células T reguladoras (Treg), que 

desempenham um papel fundamental na prevenção do desenvolvimento da 

autoimunidade (CHEN et al., 2003) (SAKAGUCHI et al., 2010) (Figura 8). 

 

Figura 10 – Receptores TAM. Tyro3, Axl e MerTK são capazes de reconhecer PS na 
superfície de células apoptóticas e induzir a fagocitoses dessas células e produção de 
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citocinas anti-inflamatórias. Defeitos nesse sistema de reconhecimento podem estar 
relacionados com acúmulo de células mortas, inflamação intensa e desenvolvimento 
de autoimunidade (Wium et al, 2018). 
 

Lipossomos contendo PS para modular inflamação 

Vários estudos já demonstraram que a utilização de lipossomos é eficiente para 

entregar fármacos e agentes imunomoduladores para células e órgãos alvo 

(KLEINERMAN et al., 1983). Isso acontece porque, os lipossomos são facilmente 

ingeridos por células fagocíticas como o macrófago. Alguns trabalhos iniciais 

encapsularam linfocinas em lipossomos direcionados aos macrófagos infectados por 

Leishmania com a finalidade de aumentar atividade microbicida (GILBREATH et al., 

1985). No entanto, foi observado que os lipossomos contendo PC e PS tinham 

capacidade inversa, ou seja, diminuíam a função microbicida de macrófagos, 

facilitando a infecção (GILBREATH et al., 1985). Após a descoberta que os 

lipossomos contendo PC e PS agem inibindo a ativação clássica de macrófagos, o 

mesmo grupo investigou a composição de ácidos graxos fosfolipídios e descobriram 

que apenas a PS possui esta ação. 

 Entre esses mecanismos se destaca a utilização de lipossomos contendo PS 

na superfície, com a finalidade de mimetizar os efeitos do reconhecimento de células 

apoptóticas. Existem alguns estudos nesse sentido em modelos de autoimunidade 

como diabetes e encéfalo autoimune experimental (EAE) (PUJOL-AUTONELL et al., 

2015). No modelo de EAE houve a diminuição de citocinas pró inflamatórias como IL-

6, IL-12 e IFN-Υ IL-2 e TNF-α causando a diminuição da inflação exacerbada, aumento 

de linfócitos Treg e melhora dos sinais clínicos da doença (ROBERTS et al., 2015). 

No modelo de diabetes autoimune tipo 1, foi mostrado que a utilização de lipossomos 

contendo PS contribui para aumentar a tolerância periférica, pois diminuiu a 

capacidade proliferativa de células T e o nível de citocinas pró-inflamatórias como IFN-

 e IL-17. O tratamento também elevou os níveis de linfócitos T expressando o fator 

de transcrição de Foxp3+, característico de linfócitos Treg. Com isso, o tratamento 

conseguiu diminuir a incidência da doença diminuindo mediadores inflamatórios e 

aumento a tolerância periférica (PUJOL-AUTONELL et al., 2015). Os lipossomos 

contendo PS na superfície são construídos com a finalidade de mimetizar o processo 

de reconhecimento de células apoptóticas (Figura 9) e dessa forma suprimir a 

resposta inflamatórias em modelos de autoimunidade e em doenças inflamatórias 

(HAREL-ADAR et al., 2011) (PUJOL-AUTONELL et al., 2015).  
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Figura 11- A fagocitose de células apoptóticas promove a homeostase. Após a 
célula fagocítica reconhecer a célula que está em processo apoptótico pela interação 
da fosfatidilserina na célula apoptóticas com o receptor MerTK no macrófago ocorre a 
transdução de citocinas pelo fator de transcrição NF-KB, e posteriormente ocorre a 
liberação de citocinas anti-inflamatórias (TGF-β e IL-10) promovendo a homeostase 
(BIRGE et al., 2016). 
 

Justificativa 

A apoptose é um evento importante para manter a homeostase tecidual, 

através da eliminação de células infectadas, lesionadas ou que já exerceram sua 

função (SHIN et al., 2019). O processo apoptótico também é de grande relevância 

para controlar a reposta inflamatória no tecido, através da supressão de respostas 

exacerbadas contra células próprias que precisam ser repostas. Além disso, em 

doenças autoimunes, como é o caso da AR, já foi descrito que o balanço entre a 

apoptose e a necrose pode contribuir para aumentar o processo inflamatório (LIMA et 

al., 2009). Por isso a utilização de meios que busquem induzir a liberação de citocinas 

reguladoras que estão associadas ao reconhecimento de células apoptóticas 

poderiam minimizar a inflamação e melhorar os sinais e sintomas da doença. 

Trabalhos anteriores utilizaram estruturas que contém PS na superfície como 

lipossomos e nanopartículas, como forma de mimetizar o processo que ocorre durante 
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o reconhecimento deste fosfolipídio na superfície de membranas celulares. Esta 

estratégia possivelmente possibilitará que a regulação da resposta inflamatória seja 

feita por mecanismos homeostáticos, evitando efeitos colaterais observados com o 

uso de terapias farmacológicas atuais. Dessa forma, é justificável o uso de lipossomos 

contendo PS na superfície como forma de auxiliar na regulação da resposta 

inflamatória em modelos de doenças inflamatórias autoimunes, como é o caso de AIC. 

 

3-OBJETIVO 

Avaliar a eficácia de lipossomos contendo fosfatidilserina em camundongos 

DBA/1 no modelo de artrite induzida por colágeno.  

 

4-OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Observar macroscópicamente a progressão do edema e eritema articular 

durante e após o tratamento sistêmico com lipossomos contendo PS; 

 Acompanhar a perda de peso e capacidade de locomoção dos animais durante 

e após o tratamento sistêmico com lipossomos contendo PS; 

 Avaliar a nocicepção térmica e mecânica dos animais durante e após o 

tratamento sistêmico com lipossomos contendo PS; 

 Analisar as alterações histopatológicas, nas articulações dos animais após o 

tratamento com aos lipossomos contendo PS; 

 Quantificar as citocinas séricas IL-17 e TNF- nos animais após o tratamento 

com aos lipossomos contendo PS. 

 

5-METODOLOGIA 

 

5.1- Animais 

O experimento foi realizado com camundongos fêmeas da linhagem DBA/1, de 

7 a 9 semanas, pesando 20 g. Esses animais foram obtidos da Instituto de Ciência e 

Tecnologia em Biomodelos da FIOCRUZ. Mantidos em ciclos claro/escuro de 12 h 

com água e ração ad libitum em biotério convencional. O protocolo foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso dos Animais (CEUA) do Instituto Oswaldo Cruz, ref. L-

041/2018 e pela CEUA do Campus UFRJ Macaé – ref. MAC075. 
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5.2- Artrite induzida por colágeno e avaliação clínica da doença 

Os animais foram imunizados com 100- µg de colágeno bovino tipo 2 

(Chondrex, NY, EUA), dissolvidos em 0,1 M de ácido acético, e emulsificados em CFA 

(Sigma Aldrich) na proporção 1:1. Cem microlitros dessa emulsão foi injetado na base 

da cauda dos animais, e após 21 dias da imunização foi realizado um segundo reforço 

com o mesmo volume de emulsão e quantidade de colágeno emulsificado em IFA 

(Figura 12) (Sigma Aldrich) (BRAND; LATHAM; ROSLONIEC, 2007). 

 

5.3- Tratamento com lipossomos contendo PS 

Os lipossomos foram preparados da seguinte forma: fosfatidilcolina (PC), PS 

(Avanti Lipds) e colesterol (Sigma-Aldrich) foram solubilizados em clorofórmio. Para 

lipossomos de PC a solução tinha razão molar de 5:4 (colesterol:PC); e lipossomos 

contendo PS, razão molar de 5:4:1 (colesterol:PC:PS). Clorofórmio foi evaporado em 

atmosfera livre de oxigênio, o filme lipídico criado foi suspenso em PBS e vortexado 

por 30 minutos. A solução final produzida continha 1 mg/mL de lipídios totais e cada 

animal recebeu 1 mg/Kg de peso por injeção, ou aproximadamente 20 mg de 

lipossomos. Os lipossomos foram injetados por via intraperitonial nos camundongos 3 

vezes por semana durante 3 semanas. Os grupos experimentais foram: grupo 1 – 

controle sadio; grupo 2 – animais imunizados com CFA na ausência de colágeno; 

grupo 3 – animais imunizados com CFA e colágeno (aicc); grupo 4 – animais aicc 

tratados com PBS; grupo 5 – animais aicc tratados com lipossomos contendo PC; 

grupo 6 – animais aicc tratados com lipossomos contendo PS. 

 

Figura 12 Linha de tempo de indução e tratamento da AIC. No dia zero os animais 

foram imunizados com colágeno tipo II diluído em ácido acético e emulsificado em 

adjuvante completo de Freund (CFA). No dia 21 foi realizado o reforço da imunização 

com colágeno tipo II emulsificado em adjuvante incompleto de Freund (IFA). A partir 

do dia 28 os animais apresentaram manifestações clínicas da artrite e se iniciou o 
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tratamento com os animais, que durou até o dia 49. No dia 56 foi realizado a eutanásia 

e coleta das patas e do soro dos animais. 

 

 

5.4- Avaliação clínica 

A avaliação clínica dos animais foi feita através de um escore, pelo grau de 

acometimento de 0 a 3, no qual 0 corresponde a ausência de manifestação clínica e 

3 corresponde a maior gravidade. Dessa forma foram analisados três parâmetros: 

edema/eritema, mobilidade e peso. No caso do edema/eritema foram analisadas cada 

pata individualmente. Escore 0 - nenhuma falange acometida; escore 1: pelo menos 

1 falange acometida; escore 2: até duas falanges acometidas; escore 3: 2 ou mais 

falanges acometidas (Figura 13) ((BRAND; LATHAM; ROSLONIEC, 2007).  

Figura 13- Acompanhamento clínico dos animais com AIC. Todas as patas foram 
analisadas quanto ao surgimento de edema e/ou eritema nas articulações durante o 
experimento. Imagens mostram as patas (círculos) relacionadas com os scores. 
 

A mobilidade foi avaliada pela capacidade do animal conseguir se locomover 

em quadrantes de 5 cm2 cada, desenhados em uma caixa. Escore 0: animal percorre 

mais de 2 quadrantes ou consegue se levantar nas patas traseiras; escore 1: animal 

percorre até 2 quadrantes; escore 2: animal percorre até 1 quadrante; escore 3: animal 

não se locomove. Cada animal foi avaliado por até 3 minutos (Figura 14). 
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Figura 14- Teste de mobilidade - o teste foi realizado dentro da caixa com 
quadrantes marcados, foi avaliado quantos quadrantes o animal consegue percorrer. 
 

Os animais foram pesados no dia 0 e durante todos os dias do tratamento. Este 

acompanhamento gerou um escore de peso, levando em consideração o quanto de 

peso foi ganho/perdido ao longo do experimento. Escore 0: manutenção ou ganho de 

peso; escore 1: perda de até 10% do peso; escore 2: perda de 10-15% de peso; escore 

3: perda de 15% ou mais do peso. 

 

5.5- Teste de hiperalgesia térmica 

Este modelo usa a temperatura como estímulo nociceptivo. Os animais foram 

postos sobre a placa quente (Insight, modelo EFF-361), com a temperatura ajustada 

a 52,0 ± 0,5ºC, e quando lamberam, agitaram vigorosamente ou levantaram a pata 

foram retirados (Figura 15). O tempo para resposta nociceptiva foi cronometrado em 

segundos. As aferições de tempo de latência foram feitas nos tempos de 0, 10, 20, 30 

e 40 minutos (SILVA et al., 2013). Foi estipulado um tempo máximo de permanência 

na placa de 30 s, a fim de evitar lesões teciduais. Esse teste foi repetido 1 vez por 

semana durante as 3 semanas de tratamento e uma semana depois dos animais 

terem terminado o tratamento 
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Figura 15- Teste da placa quente. Os animais são mantidos sobre a placa quente a 
52ºC, por até 30 segundos, em intervalos de tempo de 10 minutos (MELLO, 2017). 
 

5.6- Teste de hiperalgesia mecânica (Von Frey manual) 

Este teste consiste em manter os animais sobre uma malha de grade e 

pressionar a pata traseira para um filamento Von Frey usando um anestesiômetro 

manual com gramaturas diferentes para avaliar a dor do animal. Os camundongos 

foram colocados, 30 minutos antes para aclimatização, em uma câmara de acrílico 

fixada em cima de uma grade de malha de arame para permitir o acesso para a 

superfície ventral das patas traseiras. O filamento foi aplicado verticalmente nas patas 

traseiras direita, com um aumento gradual de pressão (0,2; 2; 4 g) até que a pata foi 

retirada, encolhida ou lambida (Figura 16). O estímulo manual foi aplicado 5 vezes na 

pata com intervalo de cinco segundos. A reação à dor foi gravada como sinal positivo 

para a reação do animal e negativo para o animal que permanecer sem reação 

(DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017). 
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Figura 16- Teste de Von Frey. Os animais foram mantidos sobre uma tela gradeada 
presos por um Becker sob eles para que se aclimatasem antes de iniciar o 
experimento. Após o período foram aferidos com anestesiômetros com gramaturas de 
0,2; 2,0 e 4,0 na mesma pata. 
 
5.7- Dosagem de citocinas séricas  

Após o período de tratamento com os lipossomos os animais foram 

anestesiados com isoflurano e eutanásiados, então o sangue coletado pela veia 

ocular. As citocinas séricas como IL-17E, TGF e TNF foram quantificadas pelo 

método de ELISA, de acordo com as informações do fabricante (Peprotech). 

5.8- Análise histopatológica 

As patas dos animais foram coletadas e fixadas em formaldeído 4% por um 

período de 36 horas. As patas foram descalcificadas em solução de EDTA 10% por 8 

semanas. O material foi desidratado em banhos de álcool com aumento progressivo 

(70%, 90%, 100%) por duas vezes por trinta minutos em cada banho. A clarificação 

foi feita em 3 banhos sucessivos de 30 minutos em xilol 100%. O material foi 

submetido a um banho de parafina por 30 minutos, para depois ser emblocado em 

parafina. Foram feitos cortes de 3µm, fixados em lâminas histológicas e corados com 

hematoxilina e eosina. As análises histológicas foram realizadas e o critério para medir 

a inflamação foi o seguinte: leve, se houve de 1-5 células inflamatórias encontradas 

no campo mais afetados da amostra; moderada, se houve de 6-15 células 

inflamatórias encontradas no campo mais afetados da amostra; severa, se houve 

acima de 15 células inflamatórias encontradas no campo mais afetados da amostra. 

Os critérios foram determinados a partir da classificação histológica para lesões de 

articulação para o modelo de osteoartrite (GLASSON et al., 2010). 
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6- RESULTADOS 

6.1- Avaliação das manifestações clinicas da AIC em DBAs  

Os animais com AIC foram avaliados quanto a progressão das manifestações 

clínicas durante o tratamento com lipossomos contendo PS. A presença de edema e 

eritema nas articulações das quatro patas dos animais foi avaliada através de 

observação macroscópica. Não observamos alterações no aparecimento e 

progressão destes sinais clínicos ao longo do período observado (Figura 17). 

 

 

 
Figura 17- Manifestação clínica dos camundongos com AIC. Animais DBA1 foram 
imunizados com colágeno bovino para indução de AIC. Após 28 dias da imunização 
os animais foram tratados intraperitonialmente com PBS ou lipossomos contendo PC 
ou PS, 3 vezes por semana, durante 3 semanas. Os animais foram avaliados 
clinicamente durante todo o período de tratamento. O escore das manifestações 
clínicas foi feito pelo acompanhamento da presença de edema e eritema nas falanges 
de cada pata de cada animal. Ausência de manifestações, escore 0; manifestação em 
pelo menos 1 articulação, escore 1; manifestação em até 2 articulações, escore 2; 
manifestação em mais de 2 articulações, escore 3. Resultado em média e erro padrão 
de dois experimentos. 
 

 

Avaliamos também a perda de peso que pode ocorrer em animais com 

dificuldade em se alimentar devido a dor na articulação e consequente problema de 

locomoção. Porém, assim como na avaliação dos sinais clínicos, diferenças na 

mudança de peso entre os grupos de animais tratados e controles não foi detectada 

(Figura 18). 
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Figura 18- Avaliação de Peso. Animais DBA1 foram imunizados com colágeno 
bovino para indução de AIC. Após 28 dias da imunização os animais foram tratados 
intraperitonialmente com PBS ou lipossomos contendo PC ou PS, 3 vezes por semana 
durante 3 semanas. Os animais foram pesados individualmente no dia zero e durante 
todo o período de avaliação clínica. Camundongos sem perda de peso, escore 0; até 
10% de perda de peso, escore 1; 10-20% de perda de peso, escore 2; acima de 30% 
de perda de peso, escore 3. Resultado em média e erro padrão de dois experimentos. 
 

 

6.2- Avaliação da mobilidade dos camundongos tratados com lipossomos  

O teste de mobilidade foi realizado com a finalidade de avaliar se o tratamento 

com lipossomos contendo PS teria impacto na capacidade de locomoção do animal. 

Foi possível observar melhora no escore de mobilidade dos animais tratados com 

lipossomos contendo PS em comparação com os demais grupos (Figura 19). Este 

resultado sugere que o tratamento pode aliviar a dor dos animais, o que nos levou a 

averiguar a nocicepção. 
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Figura 19- Avaliação do teste de mobilidade. O grupo tratado com PS apresentou 
uma melhora significativa de locomoção. Animais DBA1 foram imunizados com 
colágeno bovino para indução de AIC. Após 28 dias da imunização os animais foram 
tratados intraperitonialmente com PBS ou lipossomos contendo PC ou PS, 3 vezes 
por semana durante 3 semanas. O teste de mobilidade foi realizado durante as 3 
semanas de tratamento da AIC, e 1 semana após o período de tratamento. Os animais 
foram mantidos em caixas por até 2 minutos, e foi observado por quantos quadrantes 
conseguiam se locomover nesse intervalo de tempo. Animal parado, escore 3; animal 
locomovendo por 1 quadrado, escore 2; animal locomovendo por 2 quadrados, escore 
1; animal locomovendo por 3 ou mais quadrados, escore 0. Resultado em média e 
erro padrão de dois experimentos. *p<0,05. 
 

  

6.3- Avaliação da nocicepção mecânica em AIC  

Foram realizados testes de nocicepção térmico e mecânico para avaliar se 

houve melhora no grau de dor nos animais tratados com lipossomos. Para avaliar a 

dor térmica foi realizado o teste da placa quente. Os animais foram submetidos ao 

estímulo e o tempo de latência apresentado na figura 20. Não houve diferença de 

tempo de latência de resposta entre os grupos saudáveis, doentes e tratados (figura 

20). 

Realizamos a avaliação de nocicepção mecânica utilizando o teste de Von Frey 

manual. Neste teste os animais foram submetidos a um estímulo com filamentos de 

diferentes gramaturas a fim de se observar o limiar mecânico de dor destes animais. 

Observamos que desde a primeira semana no início do tratamento foi possível 

observar que os animais doentes apresentaram maior sensibilidade ao estímulo 
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nociceptivo mecânico, quando comparados aos controles (saudável e sem colágeno), 

principalmente quando filamentos de menor gramatura foi utilizado. Além disso, 

observamos que o grupo tratado com lipossomos contendo PS apresentaram 

diminuição significativa da sensibilidade ao estímulo nociceptivo, significativa a partir 

da segunda semana de avaliação e observável com a utilização do filamento de 0,2 g 

(Figura 21). 

 

 

Figura 20- Teste de placa quente por semana. Animais DBA1 foram imunizados 
com colágeno bovino para indução de AIC. Após 28 dias da imunização os animais 
foram tratados intraperitonialmente com PBS ou lipossomos contendo PC ou PS, 3 
vezes por semana durante 3 semanas. No dia 30 após o início do tratamento os 

animais foram colocados sobre placa quente na temperatura de 52 0,5 ºC por até 30 
segundos em intervalos de 10 minutos (tempo estímulo). Ao agitar, remover ou lamber 
a pata o tempo de latência de reação foi definido. Resultado em média e erro padrão 
de um experimentos. 
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Figura 21- Teste de Von Frey manual por semana. Animais DBA1 foram imunizados 
com colágeno bovino para indução de AIC. Após 28 dias da imunização os animais 
foram tratados intraperitonialmente com PBS ou lipossomos contendo PC ou PS, 3 
vezes por semana durante 3 semanas. Durante 4 semanas os animais foram testados 
quanto a nocicepção mecânica, através do estímulo com filamentos nas gramaturas 
0,2, 2 e 4g, com utilização de um anestesiômetro manual. Os animais foram 
estimulados por 5 vezes em um período de 1 vez por semana por 4 semanas. 
Percentual de vezes em que o estímulo nociceptivo mecânico causou reação dos 
animais é mostrado. Resultado em média e erro padrão de um experimento. #p<0,001, 
*p<0,05. 
 
 

6.4- Avaliação do perfil de citocinas 

 Observamos que os níveis de TNFα diminuíram drasticamente nos animais 

tratados com lipossomos contendo PS. Porém, o mesmo não acontece com a citocina 

IL-17 (Figura 22).  
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Figura 22- Nível de citocinas séricas. Animais DBA1 foram imunizados com 
colágeno bovino para indução de AIC. Após 28 dias da imunização os animais forma 
tratados intraperitonialmente com PBS ou lipossomos contendo PC ou PS, 3 vezes 
por semana durante 3 semanas. O soro dos animais foi obtido e as citocinas (a) TNFα 
e (b) IL-17 foram dosadas por ELISA. Resultado em média e erro padrão de dois 
experimentos. *p<0,05, **p<0,01 comparados ao grupo AIC e PBS. 
 

6.5- Tratamento com lipossomos contendo controla a inflamação tecidual 

As análises histológicas (figura 23) revelam alterações na estrutura da 

articulação das patas dos camundongos com AIC. Na figura 23a é possível observar 

como a estrutura das patas dos animais saudáveis se apresenta integra sem nenhum 

tipo de proliferação tecidual e degradação do tecido. Nas figura s 23b e 23c, 

articulações tratadas com PBS e PC, respectivamente, é possível observar como a 

inflamação se mantém de forma difusa pelo tecido, a presença de pannus, e 

degradação tecidual. A inflamação observada nessas imagens ocorre de forma 

moderada a severa, porém a inflamação é difusa por todo o tecido.A figura 23d, que 

corresponde ao tratamento com lipossomos contendo PS, também apresenta a 

inflamação indicada pela presença da proliferação celular, porém essa inflamação 

ocorre de forma centrada, ao contrário dos outros grupos doentes. Ademais, a 

inflamação se caracteriza por ser leve e moderada. 
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Figura 23- Histopatologia das articulações de camundongos com AIC tratados 
ou não. Animais DBA1 foram imunizados com colágeno bovino para indução de AIC. 
Após 28 dias da imunização os animais foram tratados intraperitonialmente com PBS 
ou lipossomos contendo PC ou PS, 3 vezes por semana durante 3 semanas. Após o 
período de tratamento os animais foram sacrificados e as patas foram coletadas, 
processadas para histologia, cortes de 3µm foram corados em Hematoxilina e Eosina. 
(A) animais saudáveis, (B) animais tratados com PBS, (C) animais tratados com 
PC e (D) animais tratados com PS. Barra = 100 µm. Legenda das estruturas: (a)- 
osso, (b) cartilagem, (c) hiperplasia óssea, (d) pannus, (e) infiltrado celular.  
 
 

Com base nos resultados obtidos através da histologia, foram realizadas 

análises de parâmetros histológicos com a finalidade de quantificar o grau de 

acometimento (Figura 24), inflamação e degradação tecidual. Tanto o grupo de 

animais tratados com lipossomos contendo PC quanto contendo PS apresentaram um 

escore menor de presença de pannus, e também um escore menor no nível do 

infiltrado inflamatório (Figura 24). No entanto o infiltrado inflamatório no grupo tratado 

com lipossomos contendo PC, embora menos extenso que no grupo controle, se 

apresentou de forma difusa.  
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Figura 24- Análise das alterações histológicas da pata de camundongos DBA/1 
no modelo de AIC. Dados foram copilados através da análise histológica das 
imagens obtidas. Foi determinado um escore de 0 a 6, no qual 0 corresponde a menor 
gravidade e 5 maior gravidade. (a) Tecido inflamatório ou pannus. *p<0,05 comparado 
ao grupo AIC+PBS; (b) Infiltrado inflamatório. *p<0,05, **p<0,01 comparado ao grupo 
AIC + PBS. Resultado em média e erro padrão de dois experimentos. 
 

7- Discussão 

A AR é uma doença autoimune inflamatória crônica caracterizada pela 

hiperplasia de células na membrana sinovial das articulações, além de edema e dor 

nas articulações. A progressão da doença resulta na perda de tecido ósseo e 

consequentemente perda da função afetando a qualidade de vida do paciente (LEE; 

WEINBLATT, 2001). Os tratamentos atuais para artrite envolvem esteroides e anti-

inflamatórios não esteroidais (AINES) e DMARDs, como os anticorpos neutralizantes 

anti-TNF-, porém esses medicamentos possuem efeitos colaterais graves (ABBASI 

et al., 2019)(LEE; WEINBLATT, 2001). Dessa forma, existe a necessidade de que 

outras terapias possam ser desenvolvidas e utilizadas para reduzir a progressão da 

doença. Aqui, testamos o controle da inflamação causada em AIC utilizando 

tratamento com lipossomos contendo PS. A hipótese foi que esses lipossomos 

mimetizam o processo anti-inflamatório da apoptose quando são reconhecidos por 

células fagocíticas ocorrendo a liberação de citocinas imunossupressoras como TGF-

β (MA; WU; NAKANISHI, 2011). O aumento dessas citocinas diminuiu os efeitos pró 

inflamatórios que outras citocinas causam como ativação de fibroblastos, 

recrutamento de células inatas como macrófagos, ativação de linfócitos T autoimunes 

e ativação de osteoclastos. 
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Demonstramos que no modelo AIC a resposta inflamatória pode ser modulada 

pelo tratamento com lipossomos contendo PS, causando efeitos benéficos nos 

animais como a proteção ao dano tecidual, dor mecânica, mobilidade e produção de 

citocinas inflamatórias (Figuras 17, 19, 20-22). No entanto, durante o período de 

avaliação das manifestações clínicas diferença significativas não forma detectadas no 

desenvolvimento de edema e eritema articular e não houve diferença na perda de 

peso dos animais. Isso pode ser explicado pelo tratamento que foi iniciado com a 

doença já em curso e, embora alguns parâmetros tenham sido modulados 

negativamente, não houve reversão completa do dano articular (Figura 21). Outros 

trabalhos que utilizam o modelo AIC também não demonstram remissão total da 

doença com seus tratamentos. Nesses trabalhos também se levou em consideração 

como parâmetros de avaliação clínica edema e eritema (LIU; XIAO, 2020) (HUI et al., 

2019). Esses dados apresentados pelos trabalhos citados acima sugerem que o 

tempo para que ocorra a reversão completa do dano articular, edema e eritema 

causado pelo exsudado inflamatório pode não ser suficiente, indicando que a 

avaliação deve ser feita em tempos mais tardios. Vale ressaltar que o modelo de AIC 

é um modelo agudo de uma doença caracterizada pelo acometimento crônico. Desse 

modo, o dano observado foi bem extenso, tanto no que diz respeito ao dano na 

cartilagem quanto na erosão óssea (Figura 21). 

A dor pode ser compreendida, segundo a International Association for the Study of 

Pain, como “uma experiência sensitiva e emocional desagradável associada, ou 

semelhante àquela associada, a uma lesão tecidual real ou potencial” (RAJA et al., 

2021). Há uma diferença entre dor e nocicepção, o primeiro se refere a manifestações 

neurofisiológicas geradas por estímulos nocivos, enquanto que o segundo se refere a 

percepção de um estímulo doloroso o que requer a elaboração de impulsos sensoriais 

(ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004). Como a dor é uma das principais 

características na AR e causa consequências relacionadas a função das articulações, 

perda de mobilidade e morbidade associada a doença, alguns testes foram realizados 

para avaliarmos a alodinia dos animais AIC ao decorrer do tratamento. Os 

experimentos utilizando filamentos de Von Frey indicaram que o tratamento foi efetivo 

ao diminuir o limiar de nocicepção dos animais tratados com PS (Figura 19). Isso 

sugere que o tratamento pode contribuir inibindo a alodinia por estímulo mecânico na 

nocicepção periférica. Este resultado sugere que os animais tratados com lipossomos 

contendo PS apresentam melhora no escore de mobilidade, pois apresentam mais 
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facilidade de locomoção (Figura 17). Nós entendemos que, como a inflamação está 

localizada no tecido articular, os lipossomos contendo PS administrados de forma 

sistêmica, chegam nessa região através do extravasamento do plasma causado pela 

inflamação e aumento da permeabilidade vascular local. Então estes lipossomos são 

reconhecidos por células residentes e por células infiltrantes, modulando o perfil de 

citocinas produzidas nessa região. Esta possibilidade precisa ser avaliada, através de 

quantificação do perfil de citocinas produzidas nas articulações. No entanto, é 

razoável sugerir que pode ocorrer a diminuição de citocinas inflamatórias que 

possuem como característica aumentar a dor inflamatória. 

A dor inflamatória acontece pela ativação de neurônios nociceptivos sensoriais 

primários (TOMINAGA et al., 2003). A resposta inflamatória desencadeia a 

vasodilatação, recrutamento de leucócitos e produção de mediadores inflamatórios 

como prostaglandinas (PGE2, PGD2 e PGF2) e citocinas. Atualmente sabe-se que o 

principal mediador que causa dor inflamatória são as prostaglandinas, porém os 

estímulos inflamatórios iniciam uma cascata de citocinas e quimiocinas que precedem 

as prostaglandinas. As principais citocinas que já foram descritas que participam do 

processo de hieralgesia são IL-1β, TNF-α, IL-6 e as quimiocinas IL-8, induzidas por 

quimiocinas neutrófilos quimioatraente-1 (CINC-1) e derivados de queratinócitos 

quimiocina (KC) (VERRI et al., 2006). Nossos resultados mostram que o tratamento 

com lipossomos contendo PS diminuiu os níveis séricos de TNF-α, o que sugere que 

a hipótese de modulação da dor inflamatória é consistente. No entanto, o teste de 

hiperalgesia térmica não indicou diferença na regulação de nocicepção central entre 

os grupos saudáveis e AIC, o que sugere que o tipo de estímulo térmico esteja acima 

do limiar de dor nesse modelo animal.  

As citocinas que escolhemos dosar foram a IL-17 e a TNF-α. A IL-17 é uma 

citocina produzida principalmente por linfócitos T CD4+ Th17 e é protetora contra 

patógenos intracelulares e extracelulares, além disso a sua presença tem um papel 

crítico em várias doenças inflamatórias autoimunes. Na AR a destruição da cartilagem 

e do tecido ósseo envolve a presença de IL-17 nas articulações, pois esta citocina 

estimula os osteoblastos a expressarem RANK-L, induzindo a diferenciação de 

osteoclastos a partir de monócitos e macrófagos. Este processo é central na erosão 

óssea e formação do pannus (KUWABARA et al., 2017). O TNFα é uma citocina inicial 

na inflamação, produzida por macrófagos e auxilia no combate a infecções (CUI et al., 

2018). Porém, a produção exacerbada pode causar doenças autoimunes como a AR, 
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pois ativa a produção de fatores inflamatórios, atrai monócitos inflamatórios e estimula 

condrócitos e SSF a liberaram MMPS e iniciar o dano a cartilagem (DENG et al., 2020) 

(HUSBY; WILLIAMS, 1988). Já foi demonstrado que o TNFα participa ativamente do 

desenvolvimento de artrite, pois camundongos transgênicos que superexpressam 

essa citocina desenvolveram artrite espontaneamente (KEFFER et al., 1991). Além 

disso, a utilização de anticorpos neutralizantes anti-TNFα controlam a doença 

(HUSBY; WILLIAMS, 1988). O grupo de animais tratados com lipossomos contendo 

PS apresentou menor quantidade de TNF- sérico, enquanto não houve diferença em 

relação a IL-17 (Figura 20). Este resultado sugere que a ação dos lipossomos 

contendo PS é anti-inflamatória e não modula a resposta adaptativa autoimune. 

Trabalhos anteriores mostram que o reconhecimento de PS induz a secreção de TGF 

por células fagocíticas (Huynh et al., 2002). Este processo precisa ser avaliado 

especificamente em nosso modelo, mas pode estar acontecendo na articulação, 

causando um efeito anti-inflamatório nas células produtoras de TNF como 

macrófagos, sinoviócitos e osteoclastos. No entanto, esta citocina tem efeitos 

imunogênicos, principalmente na indução da diferenciação de linfócitos Th17. Estas 

células necessitam ser estimuladas por TGF e IL-6 para se desenvolverem e a IL-6 

é encontrada em grande quantidade na articulação afetada (Avci et al., 2018). Desse 

modo, os efeitos do tratamento com lipossomos contendo PS podem não afetar a ação 

efetora de linfócitos Th17 na AIC, o que explica a ausência de diferenças na 

quantificação desta citocina entre grupos de animais. 

Os cortes histológicos das patas dos camundongos confirmaram o processo 

inflamatório articular típico da AIC. Na imagem do grupo saudável é possível observar 

a integridade do tecido e a ausência de pannus e inflamação (Figura 22). As 

articulações dos animais tratados com lipossomos contendo PS apresentaram 

diminuição significativa do infiltrado inflamatório e no pannus confirmando que o 

tratamento tem ação anti-inflamatória. Como um dos principais problemas da AR é 

destruição tecidual (SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016), conseguir diminuir a 

inflamação no tecido contribui significativamente para minimizar os danos a perda 

funcional articular. Não observamos diferenças histopatológicas significativas 

referentes a regressão do dano ósseo e da cartilagem como fissuras verticais, erosão 

de camadas calcificada e na coloração com safranina. Acreditamos que, como o dano 
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já é bem extenso nos animais no momento do início do tratamento, o tempo de 21 

dias é insuficiente para observar recomposição significativa do tecido.  

Tomados em conjunto, nossos dados sugerem que o tratamento com 

lipossomos contendo PS tiveram ação anti-inflamatória contribuindo com a redução 

de dor mecânica, reduzindo TNFα e diminuindo inflamação das articulações. Não 

foram testadas outras doses ou vias de administração de lipossomos contendo PS 

nesse estudo, o que deixa margem para otimizar o protocolo de tratamento. Também 

é necessário dosar outras citocinas no soro e nas articulações que participam da 

imunopatogênese da AIC como a IL-6 e IL-1b, além de dosar citocinas anti-

inflamatórias como IL-10 e o TGF-β.  

 

 

 

 

 

 

 

 

8- Conclusão 

Nossos dados mostram que o tratamento de camundongos com AIC com 

lipossomos contendo os induz atividade anti-inflamatória contribuindo ativamente com 

a diminuição de sensibilidade a dor permitindo melhor atividade funcional das 

articulações, o que pode ser observado na avaliação da capacidade locomotora dos 

animais. Este resultado indica que o tratamento diminui significativamente a 

inflamação articular e produção de TNF. Esperamos que novos trabalhos possam 

ser desenvolvidos a partir dessas observações, explorando de forma mais 

aprofundada a possibilidade do uso de partículas recobertas com PS como tratamento 

anti-inflamatório adjuvante em doenças crônicas inflamatórias.
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